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論文内容要旨
 光合成明反応は、光エネルギーを駆動力とし高エネルギー化合物を合成する電子伝達反応である。紅
 色光合成細菌の光合成反応中心(RC)及び、光捕集タンパク質複合体1(LHi)は、光エネルギーを商効率に
 電気化学エネルギーへと変換する。そのため、光電変換機能を有した生体ナノデバイスどしての工学的
 応用が期待され、その色素ならびにタンパク質の機能と構造の相関を解明することは、人工光合成系を
 実現する上で重要な知見が得られるといえる。本論文では、紅色光合成細菌のRC及び、LH1について
 分子生物学的手法及び、分光学的手法を用いることで詳細な機能解析を行うと共に、構造解析に向けた
 光合成膜タンパク質の新規発現系の構築を行うことを目的とした。
 第1章は、序論であり、本研究を行う上での背景、及び意義について述べた。
 タンパク質を工業的に利用する際、その安定性の向上が1つの課題となる。第2章では、好熱性紅色
 硫黄光合成細菌肪ε肋ooh声01御伽〃2(π左)'ゆ躍襯由来RCの熱安定化構造の解明について述べた。
 πh」ゆ∫4吻2のRC及びLH1は他の紅色光合成細菌の光合成器官より熱安定性を有している。近年、
 乃h.吻∫伽〃3R.Cの立体構造、LH1の一次構造が明らかにされ、RCの膜界面に他の光合成細菌には見られ
 ない正電荷を持つアルギニン(Arg)残基が存在することやしH1の色素結合部付近に負電荷残基が局在化
 していることが解開された。これらの特徴的構造が乃h」ゆ耐㎜の光合成器官の熱安定性に関与している
 可能性があるが、乃加豊ρi伽1ηは絶対嫌気性細菌のため変異株の作製が困難である。そこで、変異株作製
 系が既に構築されている常温性紅色非硫黄光合成細菌.Rho40加。'θ7(Rゐα.)Ψhαθro翅θsのRCにπ加ゆ翩翩¢
 RCに特徴的な構造を導入し、変異導入RCの熱安定性変化を追跡することでπ加ゆ婦㎜RCの熱安定性
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舗 に寄与する構造的要因を検証した。
 立体構造情報を基に変異導入部位を決定し、Arg導入RC変異株の作製を行った。膜界面の3つのArg
 を導入したRC(mR3RC)、2つを導入したRC(inR2-RC)及び野生型のRC(艶WT・RC)を精製し
 勘磯ρhσθ昂。漉s由来の脂質に再構成した鞠osome、また、それらのRC及びLH1などの光合成系すべて
 沁。
 の要素を含んでいる光合成内膜断片(ICM)を調製し、30分間
 各温度で熱処理を行った。変異導入RCにおいて膜界面のArg
 残基数が増加するにつれ、その熱安定性が向上し、LH1・R.C・
 複合体を形成しているICMの状態にてさらに高い活性を示し
 た(図1)。これらより、π加φ4襯RCの熱安定化構造として、
 RCとしH1の四次構造の形成が重要であり、また、膜界面Arg
 残基が熱安定化要因となりうることを閉らかにした乙
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 図!変異導入RCの熱安定性評価
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 さらに、熱力学的考察を行いRCの熱安定化機構についての詳細な議論を行った。RCの熱変性におけ
 る活性化ギブス関数∠G≠を導出したところ(表1)、ICM中の野生型RCは、1iposome中のものより約し7
 kJ/mo1高い値となり、この熱安定化機構においてエンタルピー的な相互作用が存在することが示された。
 また、3っのArg残基を導入したliposome中のRCは、野生型に比べ、∠G≠が約0.5kJ/mo1、ICM中の
 RCは約2.1kJ/mo1増加し、この機構についてはエントロピー的な効果によるものであった。RCの熱安
 定化要因としてArg残基と脂質との相互作用だけでなく、犯M中に含まれる成分、主に周囲に存在する
 LH1との相互作用が大きく寄与していると考えられる。
 表1各変異導入RCの活性化ギブス関数および熱力学パラメータ
 丁営75℃(348K)存(び1M“1)鯉(kJ・mori)ぶ(kJ・moI4K茎)∠ぴ(kJ・mol“1)
 mR3齢RCinIC簾
 (L63,L76,M104吋Afg)
 mR2-RCi皿ICM
(L76,M104→Arg)
 mWT-RCi皿ICM
 (nomuta丘0の
 mR3-RCinIiposo皿e
(L63,L76,M104→Arg)
 mWT-RCin}重gosome
 (nomuta丘O且)
293.86
468.83
646.34
922.4
981.4
274.0
307.8
345,0
201.6
 2ま。.9
0.597
0.697
0.806
0,398
 0。426
66.40
65.29
64.35
63.12
62,66
 第3章では、π加吻伽吻由来LH1の色素配向構造を分子生物学的手法により解朝し、LH1の構造と
 機能との相関について考察した。LH1は、α,βの膜貫通ポリペプチドと色素分子バクテリオク翼獄フィ
 ル(BCh1)σ二量体から構成され、それらの構造のみにより吸光特性が決定される。多くの紅色光合成細
 菌においてLH1の極大吸収波長は約880㎜であるカ1、乃加ゆi4襯LH1の極大吸収波長は915鋤であり・
撫
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 他の細菌より30皿1以上長波長側に存在する。一次構造の比較から乃加ゆ婦吻2LH1には、特有の色素配
 向構造が存在することが示唆されている。始めにπ厩ρ∫4吻2LH1の構造遺伝子をR肱卿hαε70∫必に導
 入することで乃加ゆ∫励吻LH1の機能的異種発現系を構築
 した。発現体の分光スペクトルを観測した結果、その極大
 吸収波長は915㎜であり、その付近の円偏向二色性(CD)
 スペクトル形状もπ加印∫伽ηと同様の分散型を示したこと
 から、この系により発現したLH1はπ加ゆ酵徽LH1の機
 能および色素配向構造を界持している(図2)。また、
 π幻夢耐襯L珊の血またはβポリペプチドの構造遺伝子を8
 導入した変異体においては同様のLH1の発現を確認できず、
 これらのことからπ加硯ρ∫伽ηLH1の吸収特性はRC等の外
 部構造によらないこと、及び、構成ポリペプチドの相互作
 駕が重要となることを明らかにした。
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 図2πh.lpε励翅L瓢構造遺伝子導入株
 (R肱3p加θro∫磁8丁圭pBA)の吸収・CDスペクトル
 πhJゆ痂〃2由来LH1の色素配向性に寄与する構造領域を特定するために、LH1各構成ポリペプチド
 おいてBChloの結合する周辺部位にあたるC末端領域を導入した。その結果、両構成ポリペプチドのC
 末端領域を導入した変異体において905齢に極大吸収波長を有する乃h潔ρ'伽親様のLH1を発現し、主
 にこの領域の相互作用がπh.吻14襯LH1の色素配向性に関与していることを示した。そこで、より詳
 細に構造的要因を検証するため、異種発現系により乃加ゆ4脚のLH王構成ポリペプチドに部位指定変
 異導入を行った。πh.ゆ漁1ηLH1αポリペプチドのC末端領域に存在する欠損部位に正電荷を有する
 Arg残基の挿入を行った際に、LH1の極大吸収波長変化が観測され、π加ゆ渡海LH1αポリペプチドに
 おける負電荷の局在化ならびにアミノ酸の欠損による物理的構造変化がBCh1αの配向構造に影響を及
 ぼしていることを明らかにした。
 第4章では、光合成膜タンパク質の立体構造解析に向けた新規発現系の構築について述べた。紅色非
 硫黄光合成細菌Rho40卿∫r∫11徽(ゆ、)7㍑ゐr卿由来L磁は、界面活性剤撫octy1一β一D-glucopyranoside(oG)濃
 度の調整により、α,βポリペプチドとBC撮αから構成されるサブユニット型複合体(B820複合体)、さら
 にB820が会合し'たしH1型複合体(B873複合体)を再構成することが可能であり、膜タンパク質と色素の
 相互作用に関する研究において極めて有用なモデルとなっている。その構造は、核磁気共鳴法(NMR)に
 より各構成ポリペプチドについて決定されているが、構造解析において大量の試料を必要とするため、
 多くの光合成細菌についてその構造は、明らかにされていない。そこで、ゆ.1幼r襯由来LH1構成ポリ
 ペプチドを色素一膜タンパク質研究のモデルとし、大腸菌による大量調整系の構築を行った。
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 T7プロモーター下に、ヒスチジンタグ(雇主s6一%g)を付加させた細.削ケ吻2由来LHi構成ポリペプチ
 ドの各構造遺伝子を導入した発現ベクターにより大腸菌BL21(DE3)p恥sS株を形質転換後、IPTG添加に
 より目的タンパク質の発現を誘導した。SDS・ポリアクリルアミドゲル電気泳動および抗田s-Tag抗体を
 用いたWestemblo麓ingから、約7kDaの不溶性タンパク質の発現を確認した。不溶性に発現されたタン
 パク質は封入体を形成していることが多く、通常6M塩酸グアニジン(GuHC1)に可溶化する。しかし、
 発現産物は6MGuHC1よりむしろ界面活性剤丁台tonX.100により可溶化され、大腸菌により発現した
 LH1α,βポリペプチドは、大腸菌の膜に発現していることが示された。単離・精製後、その発現量を測定
 したところ培養液1Lあたりαポリペプチドについて4.5mg、βポリペプチドについては13灘g前後に至っ
 た。また、発現産物について飛行時間型質量分析装置MALDレTOF-MSにより一次構造の、CDスペクト
 ルにより二次構造の評価を行い、天然のものと非常に近い構造を保持していることを明らかにした。大
 腸菌により発現したLHiαまたはβポリペプチドを用い砿・
B820
 てLH重複合体の再構成実験を行ったところ、OG濃度住6
 α9%においてLH1の極大敷瀕1ま82。㎜を示し、B82。1.、
還
 複合体の再構成が可能であることを確認した。さらに、破
 段階的にOG濃度を希釈するとその極大吸収波長は長波軌D
 長郷にシフトし、B873複合体を形成しているものと考え
 られる(図3)。このことから、大腸菌により発現したLH1
 一〇.9%OG
 -0.695(二}Ga食er8ho廿rs
 BBフ3,
50G60070080agOO1000
 脚悟農幽伽1〉
 図3大腸菌により発現したαポリペプチドを
 用いたLHi複合体の再構成
 構成ポリペプチドは機能についても保持していることが示された.この系を利用することでしH1構成タ
 ンパク質について、構造解析に十分な量の試料を大腸菌により調製可能であることを示した。NMRに
 よる詳細な構造解析を行うことで新たな知見を得ることが可能である。
 第5章では、得られた結果を基に上記の事項を総括した。
 本論文では光合成膜タンパク質の熱安定化のための構造的要因を解明すると共に、光捕集タンパク質
 の構造と機能の相関を解明し、分子生物学的手法による生体分子への機能付加・改変についての方法論
 を確立した。
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 論文審査結果の要旨
 光合成明反応は、光エネルギーを駆動力とし高エネルギー化合物を合成する電子伝達反応である。紅
 色光合成細菌の光合成反応中心(RC)及び、光捕集タンパク質複合体1(LH1)は、光エネルギーを商効率に
 電気化学エネルギーへと変換する。そのため、光電変換機能を有した生体ナノデバイスとしての工学的
 応用が娚待され、その色素ならびにタンパク質の機能と構造の相関を解明することは、人工光合成系を
 実現する上で重要な知見が得られるといえる。本論文では、紅色光合成細菌のRC及び、LH1について
 分子生物学的手法及び、分光学的手法を用いることで詳細な機能解析を行うと共に、構造解析に向けた
 光合成膜タンパク質の新規発現系の構築を行うことを目的とした。
 第1章は、序論であり、本研究を行う上での背景、及び意義について述べた。
 タンパク質を工業的に利用する際、その安定性の向上が課題となっている。第2章では、好熱性紅色
 硫黄光合成細菌7h81吻oohm〃20枷畷π互)鞍が卿由来RCの熱安定化構造の解明について述べた。常温性
 紅色非硫黄光合成細菌Rho40加。孟εア(R肱)卿hσε1り∫4εsのRCにπ短甲漁吻RClこ特徴的な構造を導入し、
 変異導入RICの熱安定性変化を追跡することでπh.@濯物2RCの熱安定性に寄与する構造的要因を検証一
 した。変異導入RCにおいて膜界面のアルギニン(Arg)残基数が増加するにつれ、その熱安定性が向上し、
 π加吻伽ηRCの熱安定化構造として、膜界面Arg残基がその要因となりうることを開らかにした。さ
 らに、熱力学的考察により、RCと脂質との相互作用だけでなく、周囲に存在するLH1との相互作用が
 RCの熱安定性に寄与していることを示した。
 第3章では、乃h」ゆ∫4吻7由来LH1の色素配向構造を分子生物学的手法により解明し、LH1の構造と
 機能との相関について考察した己π加ゆ珈nLH1の構造遺伝子を勘醐ρhoε70漉5に導入することで
 π加ゆ伽2LH1の機能的異種発現系を構築し、発現体の分光スペクトルを観測することにより、
 乃勧βρ∫4吻2LH1の吸収特性はRC等の外部構璋によらないこと、及び構成ポリペプチドの相互作用が重
 要となることを示した。また、πh.ゆ躍襯LHまの色素配向性に深く関与する構造が、主にそのC末端領
 域に存在することを明らかにし、異種発現系によりπ互ゆ∫4㎜のし瓢構成ペプチドに部位指定変異導
 入を行うことでその構造を特定した。
 第4章は、光合成膜タンパク質の立体構造解析に向け、紅色非硫黄光合成細菌Rhoの卿か∫ll襯rμケ㎜
 由来L}{i構成ポリペプチドを色素一腰タンパク質研究のモデルとし、大腸菌による大量調整系の構築を
 行った。その結果、大腸菌により発現したL磁構成ポリペプチドが、天然のものと非常に近い構造を保
 持していることを明らかにし、それらを用いたLH1複合体の再構成実験の結果、発現ポリペプチドは天
 然と聞様の機能を保持していることを示した。
 第5章では、得られた結果を基に上記の事項を総括した。
 以上、本論文では光合成膜タンパク質の熱安定化のための構造的要因を解明すると共に、光捕集タン
 パク質の構造と機能の相関を解明し、分子生物学的手法による生体分子への機能付加・改変についての
 方法論を確立した。本論文により得られた知見は、光合成膜タンパク質の工学的応用に寄与するところ
 が少なくない。
 よって、本論文は博士(工学)の学位論文として合格と認める。
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